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Introducción. La ateroesclerosis es la principal causa de enfermedad coronaria y
cerebrovascular, las cuales, a su vez, son las causas más comunes de mortalidad y morbilidad
en el mundo occidental. Publicaciones recientes sugieren que ciertos microorganismos
infecciosos podrían jugar un papel importante en la génesis y progresión de la aterosclerosis.
De acuerdo con reportes seroepidemiológicos y de detección directa, Chlamydia pneumoniae
podría ser el candidato más plausible. No obstante, no se ha determinado su papel específico
en el proceso aterogénico, por lo cual en los últimos años ha surgido la necesidad de explorar
diversas técnicas de detección de C. pneumoniae en arterias.
Objetivo. El propósito de este estudio fue investigar la presencia de C. pneumoniae en muestras
de tejido aórtico de catorce pacientes sometidos a cirugía de reemplazo aórtico, utilizando la
amplificación del gen kdtA por PCR acoplada a un ensayo de hibridación in vitro.
Materiales y métodos. De cada uno de catorce segmentos de aorta se obtuvo una muestra al
azar para la extracción de ADN y la detección de C. pneumoniae por PCR-hibridación in vitro.
Resultados. Doce (85,7%) de catorce muestras de tejido de aorta resultaron positivas para C.
pneumoniae.
Conclusión. Los resultados encontrados en este estudio sugieren que la presencia de C.
pneumoniae es frecuente en el tipo de muestras analizado. En estudios posteriores resultaría
importante examinar si esta proporción se mantiene en una muestra poblacional mayor.
Palabras clave: infección, aorta, tejido, reacción en cadena de la polimerasa.
Detection of Chlamydia pneumoniae in human aortic tissue: kdtA gene amplification and in
vitro hybridization
Introduction. Atherosclerosis is the main cause of coronary and cerebrovascular disease which,
in turn, are the most common causes of mortality and morbidity in the western world. Recent
publications suggest that infective microorganisms may play an important role in the genesis
and progression of atherosclerosis. According to seroepidemiological and direct detection
reports, Chlamydia pneumoniae is the most plausible candidate. Nevertheless, the mechanisms
by which the microorganism induces its pathological effect have not yet been conclusively
determined; hence, the need exists to explore different detection techniques of C. pneumoniae
on arteries.
Objective. The purpose of the current study was to detect the presence of C. pneumoniae in
aortic tissue samples from 14 patients submitted to aortic replacement surgery. Detection method
involved kdtA gene amplification coupled with an in vitro hybridization assay.
Materials and methods. Samples of aortic tissue for DNA extraction and C. pneumoniae
detection by PCR-in vitro hybridization were randomly obtained from each of 14 aorta specimens.
Results. C. pneumoniae was detected in 12 (85.7%) of the 14 aortic tissue samples.
Conclusions. This result indicates a frequent association of C. pneumoniae with aortic tissue
disease. Further studies are required to determine if this proportion of positive samples persists
within larger samples.
Key words: infection, aorta, tissue, polymerase chain reaction.
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La ateroesclerosis, base patológica de la
enfermedad arterial coronaria, es una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad  en
países industrializados y en países en desarrollo
en el hemisferio occidental (1,2). La patogénesis
de la ateroesclerosis ha sido un tema de amplio
debate. Actualmente se la clasifica como una
enfermedad inflamatoria crónica que puede resultar
de una respuesta inmune excesiva a diversos
estímulos inflamatorios que conducen al deterioro
del endotelio vascular (3-5). El hábito de fumar, la
hipercolesterolemia, la diabetes mellitus, la
hipertensión y los antecedentes familiares
relacionados con enfermedad coronaria, se
consideran factores de riesgo asociados con esta
patología (6). En este contexto, varias
publicaciones (2, 3, 7-11) sugieren que uno o más
agentes infecciosos podrían jugar un papel en el
proceso aterogénico a través de mecanismos
proinflamatorios (12,13). La evidencia de una
relación entre Chlamydia pneumoniae y la
enfermedad coronaria es mucho más concluyente
que para cualquier otro de los microorganismos
posiblemente implicados (2,6,7,14), y se ha
asociado con la presencia de enfermedad
coronaria, carotídea, aneurismas de aorta y
enfermedad vascular periférica (7). No obstante,
otros reportes no confirman dicha asociación (15).
C. pneumoniae es una bacteria intracelular
obligada que no puede generar ATP independiente-
mente y, por lo tanto, debe hacer uso del que
produce la célula hospedera (7,8). Se encuentra
ampliamente distribuida a nivel mundial y es un
agente causal común de enfermedad respiratoria
aguda (7,8). Además, tiene la capacidad de
infectar y multiplicarse en distintos tipos de células
que comúnmente se encuentran en ateromas,
incluidas las células endoteliales, los macrófagos
y las células de músculo liso vascular (2,16,17).
Asimismo, posee la facultad para modular las
interacciones macrófago-lipoproteína, lo cual
contribuye al desarrollo de la enfermedad.
El diagnóstico de la infección por C. pneumoniae
puede establecerse de manera directa (por
detección del organismo completo, sus antígenos
o su ácido nucleico), o indirecta (midiendo los
anticuerpos anti-C. pneumoniae en suero). Los dos
tipos de metodología presentan algunas
limitaciones, y los reportes de las tasas de
detección varían en diferentes publicaciones (15),
lo cual evidencia la necesidad de explorar otros
protocolos para detectar la presencia del
microorganismo en el tejido vascular (18). La
evidencia más fehaciente de la asociación
existente entre la enfermedad y la infección por
C. pneumoniae se ha establecido mediante el uso
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR),
técnica que ha permitido detectar la presencia de
ADN de C. pneumoniae directamente en las placas
ateromatosas (7).
El propósito de este estudio fue explorar un
método de detección de C. pneumoniae en
muestras de tejido aórtico humano por medio de
una técnica que involucra la amplificación del gen
kdtA por PCR, conjugada con una prueba de
hibridación in vitro. Esta técnica es un ensayo de
captura diseñado para detectar amplicones de
ADN específicos del gen kdtA de C. pneumoniae,
que codifica para la enzima ácido 3-deoxi-alfa-D-
mano-octulosónico (Kdo) transferasa, la cual
desempeña un papel importante en la biosíntesis
de lipopolisacáridos de la bacteria (19).
Materiales y métodos
Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética
en Investigación Clínica y el Comité de
Investigaciones de la Fundación Cardioinfantil-
Instituto de Cardiología, y clasificado como un
estudio con riesgo mínimo acorde con las normas
nacionales e internacionales. Todos los pacientes
de quienes se extrajo la muestra de aorta durante
el procedimiento quirúrgico, firmaron voluntaria-
mente un consentimiento informado previamente
establecido.
Muestras
Se recolectó tejido aórtico obtenido de catorce
pacientes con diagnóstico de enfermedad de aorta
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ascendente (aneurismas de aorta, ateroesclerosis)
en un frasco estéril que contenía una solución de
etanol al 70%. Las muestras fueron almacenadas
a 4°C hasta el momento de la extracción de ADN.
Extracción de ADN
La extracción de ADN a partir de tejido de aorta
se estandarizó utilizando 4 muestras que fueron
sometidas a procedimientos de extracción con dos
estuches comerciales (QIAamp DNA Mini Kit de
QIAGEN® y AquaPure Genomic DNA kit de BIO-
RAD®) de acuerdo con las recomendaciones de
los fabricantes. El ADN extraído mediante las dos
metodologías fue cuantificado con lecturas
espectrofotométricas y, además, se calculó su
índice de pureza (20). Finalmente, para determinar
si el ADN obtenido era de grado PCR, se procedió
a amplificar el gen de la β-globulina humana. El
ADN de las 10 arterias restantes se extrajo
utilizando el estuche AquaPure Genomic DNA de
BIO-RAD®, ya que se obtuvo una mayor
concentración de ADN (51,11 ng/µl) que con el
estuche QIAamp DNA Mini Kit (45,98 ng/µl). Esto
es un factor determinante en protocolos de
detección de ácidos nucleicos de C. pneumoniae
en tejido aórtico dada su limitada cantidad en el
tejido.
PCR-hibridación in vitro
Se llevó a cabo la amplificación de un fragmento
de 110 pb del gen kdtA (número de acceso en
GenBank: Z31593) por PCR con iniciadores
biotinilados. Se empleó el estuche (Light
DiagnosticsTM Chlamydia pneumoniae Oligodetect
de Chemicon®), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.
En resumen, las reacciones de amplificación se
realizaron en un volumen total de 25 µl que
contenía 1 µl del ADN extraído, 20mM de Tris-HCl
(pH 8,4), 50mM de KCl, 200mM de cada uno de
los cuatro desoxinucleótido trifosfatos, 1 mM de
MgCl2, 0,3 µM de la mezcla de iniciadores del gen
kdtA y 2,5 U de Taq polimerasa (InvitrogenTM).
Como control negativo de amplificación se
adicionó 1µl de agua ultrapura en lugar de ADN, y
como control positivo se utilizó el que provee el
estuche. El perfil térmico consistió en una
denaturación inicial de 1 minuto a 94°C ; 40 ciclos
de denaturación, anillaje y elongación a 94°C  (1
min), 58°C (30 seg) y 72°C  (1 min), respectiva-
mente, y 8 minutos a 72°C para la elongación final.
Los amplicones de las muestras y los controles
fueron evidenciados por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 6% en corrido de 150 minutos
a 80 voltios para determinar si los resultados eran
concordantes con los resultados de la hibridación
in vitro. La tinción de los geles se realizó en piscina
de bromuro de etidio (10 mg/ml) al 2% durante 20
minutos a 20°C y se visualizó por transiluminación
con luz UV en un sistema de documentación de
geles, y el cálculo de los pesos moleculares se
realizó mediante el Software Quantity One de
BIORAD®.
Para el ensayo de hibridación, en cada pozo de
captura se adicionaron 10 µl del producto de
amplificación de las muestras o de los controles.
Se utilizaron cinco tipos de controles de
hibridación: los controles negativos y positivos de
hibridación; los controles positivo y negativo de
amplificación que provenían de las reacciones de
PCR y muestras de amplicones de ß-globulina
que se utilizaron como control negativo adicional.
A continuación se agregaron 5 µl de solución de
denaturación y se incubó durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se añadieron 85 µl de
tampón de hibridación y la reacción se incubó a
37°C  durante 30 minutos. Se realizaron lavados
por triplicado de la placa con tampón de lavado
1X. Luego se adicionaron 100 µl de un conjugado
de estreptavidina-peroxidasa a cada pozo y se
incubó a 37 °C  durante 30 minutos. Se aspiró el
conjugado y se lavó 3 veces con el tampón de
lavado 1X. Se agregaron 100 µl de sustrato (TMB/
E) y se incubó a 37 °C  durante 10 minutos.
Por último, se adicionaron 100 µl de solución de
frenado. La lectura se realizó en un lector de
microplacas (Benchmark de BIO-RAD®) a 450 nm/
655 nm. Para determinar los puntos de corte, se
calculó el promedio de las absorbancias
(obtenidas en el ensayo de hibridación)
correspondientes a las muestras de 3 controles
negativos de la reacción de PCR, en la que, en
lugar de ADN, se utilizó agua ultrapura. A
continuación se calculó la desviación estándar
(DE). El punto de corte negativo se determinó
514
Biomédica 2005;25:511-17GUZMÁN N., ESPITIA C., DELGADO P. et al
como la suma del promedio de los controles
negativos más 2 DE y el punto de corte positivo
se determinó como la suma del promedio de los
controles negativos más 3 DE. Se calculó una
pareja adicional de puntos de corte a partir del
promedio de absorbancia de 3 muestras de
amplicones de β-globulina con el fin de descartar
hibridaciones inespecíficas y de comparar con los
puntos de corte obtenidos a partir de los controles
negativos de amplificación. A partir del ADN de
las muestras que resultaron negativas en el
ensayo de hibridación, se llevó a cabo una
reacción de PCR utilizando iniciadores para el gen
de la β-globulina (21) como control interno de la
reacción de amplificación. Los productos se
visualizaron en geles de agarosa al 1,5% teñidos
con bromuro de etidio al 2%.
Resultados
Doce (85,7%) de las 14 arterias procesadas
resultaron positivas para C. pneumoniae (cuadro 1).
Las muestras positivas y negativas se
determinaron de acuerdo con los puntos de corte
calculados a partir de los controles negativos de
amplificación así: positivo=>0,3835; negativo=<
0,2811. Los puntos de corte generados a partir de
las muestras de β-globulina fueron: positivo=>
0,3529; negativo=< 0,2782, lo que indica que la
técnica no presenta hibridaciones inespecíficas
con amplicones diferentes al del fragmento de 110
pb del gen kdtA. No en todos los casos la
presencia de bandas en la electroforesis de las
muestras coincidió con un resultado positivo en
la hibridación in vitro. Esto se observó en el caso
de la arteria 3 (figura 1, pozo 4). Asimismo, en las
muestras de las arterias 2, 4, 5 y 6 (figura 1,
pozos: 3, 5, 6 y 7, respectivamente) no se
presentó banda en el gel y los resultados en la
hibridación fueron positivos.
En las muestras de las arterias 3 y 5, que
resultaron negativas en la hibridación in vitro, la
amplificación del gen de la β-globulina resultó
positiva, lo cual permitió descartar que fueran
falsos negativos.
Discusión
En el presente estudio se detectó la presencia de
ADN de C. pneumoniae en 12 de 14 muestras de
tejido aórtico con la técnica PCR-hibridación in
vitro, lo cual representa 85,7%. Este es un valor
elevado si se lo compara con estudios revisados
en los últimos 5 años (15,22-26). No obstante, en
un estudio reciente, Bahrmand et al. (6)
demostraron que 12 de 14 (86%) casos eran
positivos para C. pneumoniae por PCR en
pacientes de 60 años o mayores. De hecho, los
autores de ese estudio sugieren que C.
pneumoniae podría estar involucrada en la
ateroesclerosis en humanos, en particular en
Cuadro 1. Presencia de C. pneumoniae en 14 muestras de
tejido aórtico humano. Los resultados positivos y negativos
se determinaron de acuerdo con los siguientes puntos de
corte. Positivo = >0,3835; negativo = <0,2811.
Muestra Absorbancia Presencia de
















CPA > 4,000 +
CNH 0,010 -
CNA 0,080 -
CPH: control positivo de hibridación, CPA: control positivo
de amplificación, CNH: control negativo de hibridación, CNA:
control negativo de amplificación.
Figura 1. Amplificación del gen kdtA de C. pneumoniae.
La figura es una muestra de los resultados obtenidos en la
electroforesis. Los pozos se distribuyen como sigue:
1, marcador de peso molecular; 2 a 13, aortas 1 a 12; 14,
control positivo de amplificación; 15, control negativo de
amplificación. Gel de poliacrilamida al 6%, 80 voltios, 150
min.
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casos donde los factores de riesgo clásicos no
explican la incidencia de la enfermedad vascular
ateroesclerótica, lo cual apoya nuestros
resultados.
La infección de tejidos no respiratorios, como la
pared de la vasculatura, requiere que el
microorganismo sobrepase las barreras del pulmón
y se disperse a través del torrente sanguíneo.
Moazed et al. (27) demostraron que C.
pneumoniae tiene la habilidad de infectar
macrófagos in vivo y de diseminarse sistémica-
mente por medio de los macrófagos infectados
en ratones. En otro estudio reciente (28), se
demostró que en conejos infectados por vía
intratraqueal con C. pneumoniae, los macrófagos
alveolares infectados migran a través de la
mucosa y le dan acceso al patógeno al tejido
linfático peribronqueolar y, subsecuentemente, los
monocitos infectados en sangre periférica
transmiten la infección a la pared vascular. Los
resultados de estos estudios sugerirían que,
puesto que se estima que virtualmente toda la
población ha tenido contacto con C. pneumoniae
en algún momento de su vida y que la reinfección
es recurrente (7,29), su presencia en la
vasculatura por vía de macrófagos infectados,
podría ser de carácter ocasional.
No obstante, al revisar la hipótesis de la presencia
ocasional de C. pneumoniae en tejido vascular,
Jackson et al. (30) encontraron que C.
pneumoniae no se encuentra frecuentemente en
tejidos no cardiovasculares, lo cual indica que
podría existir algún grado de tropismo del
microorganismo hacia el tejido vascular (13,14).
Este hecho explicaría, en parte, el alto porcentaje
de positividad encontrado en nuestro estudio.
El uso de diferentes metodologías de detección,
que en ocasiones no muestran coherencia entre
sí, es uno de los factores que podría explicar los
resultados contradictorios reportados en la
literatura sobre la prevalencia de C. pneumoniae
en tejido vascular en los últimos años. Por ejemplo,
en los estudios de detección de C. pneumoniae
por PCR, los porcentajes de incidencia varían de
0% hasta 100% (22,23). Incluso, existe un reporte
reciente (15) que ha sugerido que los resultados
obtenidos por PCR varían tanto que impiden que
a partir de ellos se obtengan conclusiones sobre
la asociación de la ateroesclerosis con C.
pneumoniae.
No obstante, hasta el momento la PCR ha sido
una de las técnicas de mayor uso para la
detección del microorganismo en tejido vascular.
En este estudio se utilizó la técnica de PCR
acoplada a una reacción  de hibridación in vitro
para la detección de los amplicones, lo cual
permite evidenciar con una mayor sensibilidad y
especificidad la presencia del ADN amplificado,
ya que la detección depende de la secuencia y
no del tamaño del amplicón. De hecho, hubo una
muestra en nuestro estudio que presentaba una
banda del peso esperado, pero al realizar la
hibridación el resultado fue negativo (figura 1), lo
que indica un evento de amplificación inespecífica
de un fragmento del mismo tamaño del esperado
(110 pb), pero con una secuencia diferente a la
del gen kdtA, que no hibridó con el oligonucleótido
específico, evitando de esta manera la aparición
de falsos positivos en los resultados.
Además, hubo 4 casos en los que no se presentó
banda en el gel y los resultados en la hibridación
fueron positivos (figura 1). Esto indica que la
detección de amplicones por hibridación aumenta
la sensibilidad de la detección de C. pneumoniae.
Otro factor que le da una ventaja a la metodología
que se exploró en este estudio es que la técnica
es altamente específica para la detección de C.
pneumoniae, ya que se ha reportado (19) que la
secuencia de aminoácidos deducida de la
secuenciación de nucleótidos del gen kdtA de C.
pneumoniae amplificado por PCR en nuestro
estudio tiene 69% de similitud y 43% de identidad
con la secuencia correspondiente en C.
trachomatis y C. psittaci (las otras dos especies
que afectan al ser humano), lo cual hace de esta
secuencia un candidato muy apropiado para la
detección de C. pneumoniae debido a que no es
de esperarse que existan reacciones cruzadas con
las otras dos especies mencionadas.
Los resultados encontrados en este trabajo
sugieren que la presencia de C. pneumoniae es
frecuente en tejido de aorta enfermo, y aportan
nueva evidencia a la línea de investigación de la
asociación entre la infección y el desarrollo de
516
Biomédica 2005;25:511-17GUZMÁN N., ESPITIA C., DELGADO P. et al
las enfermedades de la aorta. Las implicaciones
clínicas de estos resultados podrían tener gran
relevancia, ya que la presencia de la bacteria en
el tejido vascular, bien sea como un factor causal
de enfermedad o como un factor secundario de
los daños inflamatorios generados por diferentes
enfermedades de la aorta, podría contribuir al
desarrollo de dichas enfermedades.
Varios estudios apoyan esta hipótesis. Por
ejemplo, Selzman et al. (31) demostraron que in
vitro, C. pneumoniae induce la proliferación de
células de músculo liso vascular, la expresión del
antígeno nuclear de proliferación celular y la
reducción en la expresión de p53, y promueve la
liberación de citocinas aterogénicas específicas.
En otro estudio (32) se encontró que en aortas de
conejos inoculados con C. pneumoniae por vía
nasofaríngea, se presentaron cambios de novo
característicos de ateroesclerosis. Los autores
sugieren que C. pneumoniae puede tener una
participación fisiopatológica en la aterogénesis.
Al igual que la ateroesclerosis, los aneurismas
de aorta se asocian con altas tasas de mortalidad
y morbilidad (33). Por ello, se ha surgido la
necesidad de identificar factores de riesgo
asociados al desarrollo y progresión de esta
patología que permitan determinar el riesgo de
disección o ruptura arterial (34). Halme et al. (35)
demostraron la presencia de linfocitos T anti-C.
pneumoniae en la pared de aneurismas de aorta
abdominal, lo que sugiere que C. pneumoniae
participa en el mantenimiento de la respuesta
inflamatoria en el tejido y, por lo tanto, puede estar
involucrada en la progresión de la enfermedad.
En conclusión, aunque permanece la controversia
respecto de un posible papel de C. pneumoniae
en el desarrollo de enfermedades de aorta como
ateroesclerosis y aneurismas, el hecho de
esclarecer si la infección con C. pneumoniae
representa un factor de riesgo diferente de los que
tradicionalmente son blanco de la terapia no
invasiva, constituiría un hallazgo de gran
importancia en el tratamiento de las enfermedades
de aorta.
En estudios futuros resultaría interesante
contrastar los hallazgos del presente trabajo con
muestras de tejido vascular sano, y verificar si el
porcentaje de detección se mantiene en una
muestra más amplia. Asimismo, sería importante
comparar nuestros resultados con los obtenidos
al utilizar otras metodologías de detección de C.
pneumoniae en tejido, como la inmunocitoquímica,
la hibridación in situ y el cultivo. Por último, los
estudios que compararan el grado de infección
con la gravedad de la enfermedad de aorta por
medio de una técnica como la PCR en tiempo
real serían de gran importancia en esta línea de
investigación.
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